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1. Das VW-Projekt „Hering, Lachs und 
Karpfen: Alte Bekannte mit unbekannter 
Verwandtschaft – Phylogenie der basalen 
Clupeocephala“
Die Verwandtschaftsbeziehungen zahlreicher höherer Taxa 
der Wirbeltiere sind noch weithin unklar und in vielen phy­
logenetischen Untersuchungen schlecht unterstützt. Dies 
gilt auch innerhalb der Strahlenflosser (Actinoptery gier), 
für die weiter abgeleiteten Barschartigen (Percomorpha) 
und die basaler im Stammbaum stehenden Clu peo cephala. 
Zu der letzten Gruppe gehören u. a. so bekannte Vertreter 
wie die Heringsartigen (Clupeiformes), die Lachsverwandten 
(Salmoniformes) und die Karpfenfische (Cypriniformes), aber 
auch viele weniger bekannte Fischordnungen wie z. B. die 
Schwarzköpfe (Alepocephaliden; Ishiguro, Miya, Nishida 
2003; Betancur, Broughton, Wiley u. a. 2013). Die 
Sammlung der in Alkohol konservierten Fische des Deut­
schen Meeresmuseums ermöglicht ein gründliches Studium 
dieser umfassenden Gruppe. Seit drei Jahren wird in diesem 
Projekt morphologisch und molekular die Phylogenie der 
basalen Clupeocephala untersucht. Dabei kommen mo der­
ne Methoden zum Einsatz: Morphologisch wird mit Auf hell­
präparaten, Antikörperfärbungen und CT­Scans gearbeitet, 
molekular mit „Next Generation Sequencing“­Techniken.
Ein Schwerpunkt des Projektes bildet die morphologi­
sche Untersuchung der Ontogenese von Skelett­ und Mus­
kelsystem. Molekular liegt die Konzentration auf nukleären 
Genen, die nicht nur in großer Zahl, sondern vor allem in 
hoher Qualität sequenziert werden. Mit dem Projekt wird 
angestrebt, eine morphologisch und molekular begründete 
Verwandtschaftshypothese aufzustellen, das Alter der Taxa 
abzuschätzen und die Evolution dieses Stammbaumab­
schnittes der Fische besser nachvollziehen und verstehen 
zu können. 
Im Zuge dieses von der VolkswagenStiftung geförder­
ten Projektes erarbeite ich meine Dissertation über die Ver­
wandtschaftsverhältnisse der Heringsartigen (Clupeiformes). 
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Im Rahmen des VW-Projektes „Hering, Lachs und Karpfen: Alte Bekannte mit unbekannter Verwandtschaft – Phyloge-
nie der basalen Clupeocephala“ werden die Verwandtschaftsbeziehungen der „basalen Clupeocephala“ untersucht. 
Bisherige morphologische Hypothesen stehen teilweise im Widerspruch zueinander sowie zu molekulargenetischen 
Arbeiten. So wurden die tiefseebewohnenden Schwarzköpfe (Alepocephaloidei) im Stammbaum anders eingeordnet als 
molekular, wonach sie unaufgelöst – in einer Trichotomie – mit den Heringsartigen (Clupeiformes) und den Ostariophysen 
in den Otomorphen stehen. Um die Verwandtschaft der Clupeiformes zu den neu verorteten Alepocephaloidei und den 
übrigen Otomorphen zu klären, werden verschiedene Merkmalskomplexe untersucht. 
Für die Untersuchungen werden Fische aus der Sammlung des Deutschen Meeresmuseums Stralsund aufgehellt und 
angefärbt, um die Skelettmorphologie besser untersuchen zu können. Zudem werden Schuppen von verschiedenen Kör-
perregionen entnommen und nach anschließender Knochenfärbung morphologisch sowie morphometrisch untersucht. 
Zur Untersuchung der Epibranchialorgane wird der aufgehellte und angefärbte Kiemenkorb herauspräpariert und foto-
grafiert, ebenso wie 3D-Mikro-CT-Scans dieses Organs angefertigt werden.  
Folgende Ergebnisse sind bislang erzielt worden: Die Schuppen der Heringsartigen fallen nicht nur besonders leicht 
ab, sondern weisen zahlreiche Besonderheiten auf, wie etwa Furchungen und Ornamentierungen, die so bei keinen 
anderen Fischen zu finden sind. Bei verschiedenen Heringsartigen, aber auch an einem Individuum findet sich eine hohe 
Variabilität von Schuppenformen und -strukturen. Ein weiteres Merkmal sind nahrungskonzentrierende Epibranchial-
organe als paarig angelegte akzessorische Kiemenorgane. Sie finden sich bei zahlreichen Vertretern der basalen Teleostei. 
Häufig wurden diese Epibranchialorgane als Autapomorphien für einzelne Taxa gewertet. Epibranchialorgane variieren 
in Größe und Ausprägung, scheinen jedoch auf einen oder wenige gemeinsame Vorfahren zurückzugehen. 
79Objektbefragung 
In diesem Zusammenhang sollen die morphologischen Un­
terschiede innerhalb der Heringsartigen herausgearbeitet 
werden, wie z. B. die Charakteristika und die evolutionäre 
Entstehung der Schuppen der Heringsartigen (Clupeifor­
mes). Ferner sollen die Verwandtschaftsbeziehungen zu an­
deren Ordnungen geklärt werden. Dazu wird beispielsweise 
analysiert, ob die Epibranchialorgane, welche mehrmals in 
einem unterschiedlich komplexen Aufbau im Stammbaum 
der Teleostei auftreten, konvergent oder homolog entstan­
den sind. Mithilfe der Aufhellungs­ und Färbetechnik werden 
die Osteologie (Knorpel­ und Knochenbau) der Herings­
artigen (Clupeiformes) sowie die Verwandtschaftsbeziehun­
gen mit anderen Otomorphen und basaleren Teleostei un­
tersucht.
Ein wichtiger Aspekt dieser Arbeit soll die Betrachtung 
der morphologischen Gemeinsamkeiten und Unterschiede 
der Schwarzköpfe (Alepocephalidae) im Vergleich zu den 
Heringsartigen sein. Die Alepocephaliden wurden früher den 
Argentiniformen zugeordnet. Molekular wurden sie aber in 
die Otomorphen eingruppiert und sollen die Schwester­
gruppe der Ostariophysen darstellen (Abb. 1; Lavoué, Miya, 
Inoue u. a. 2005; Lavoué, Miya, Poulsen u. a. 2008; 
Betancur, Broughton, Wiley u. a. 2013).
2. Wissenschaftliche Fischsammlungen 
des Deutschen Meeresmuseums
Die Flüssigkeitssammlung der Ichthyologie am Deutschen 
Meeresmuseum Stralsund umfasst Arten aus aller Welt, 
hauptsächlich marine, aber auch viele Süßwasserarten, letz­
tere vor allem aus Afrika. Die Sammlung besteht seit 1964 
und umfasst 1.750 Arten mit insgesamt rund 5.500 Einhei­
ten. Die Sammlung möchte einen großen Bereich der Syste­
matik der Fische widerspiegeln und sie für Studien zugäng­
lich machen. Besonders in den letzten zehn Jahren ist die 
Sammlung durch Sammelreisen wie nach Taiwan, Grönland, 
Norwegen, Frankreich, Benin und Sudan, aber auch durch die 
Zusammenarbeit mit Fischereiinstituten sowie Forschungs­
einrichtungen und anderen Museen stark angewachsen. 
Außerdem werden verschiedene Fischarten in einem Aqua­
rienraum nachgezogen, um die Anlage der Knochen und 
Knorpel studieren zu können. Auch die so entstandenen 
Entwicklungsserien werden in die Sammlung eingefügt. 
Seit diesem Jahr gibt es eine Aufhellsammlung mit einer 
stetig wachsenden Anzahl an Aufhellpräparaten; derzeit sind 
181 Arten aus 92 Familien in 301 Sammlungseinheiten 
vor handen. Die  Objekte dienen Ausstellungszwecken, als 
Vor lage für Modelle und Abgüsse sowie der Präparation und 
dem Vergleich von knöcherigen und knorpeligen Strukturen 
der verschiedenen Taxa. Dabei werden sie in Glycerin mit 
geringen Mengen Thymol als Konservierungsmittel aufbe­
wahrt.
Beide Sammlungen sind systematisch nach Nelson 
(2006) sortiert. Die Inventarnummer für jede Sammlungs­
einheit steht meistens für alle Fische einer Art, die am glei­
chen Ort zur gleichen Zeit gefangen wurden. In der Daten­
bank und teilweise auf den Etiketten werden die Namen 
von Sammler und Bestimmendem ebenso festgehalten wie 
zum Beispiel eine Information darüber, ob eine DNA­Probe 
genommen wurde. 
Abb. 1: Die Arbeitshypothese, verändert nach Betancur, Broughton, Wiley u.a. 2013; der Stammbaum der Clupeocephala. 
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3. Methodik: Aufhellung und Färbung
Die Methodik folgt der Herstellung von Aufhellpräpara­
ten, abgewandelt durch Dingerkus & Uhler (1977) und 
Taylor & Van Dyke (1985).
Zu Beginn muss das Objekt von 70 Prozent Ethanol in 
98 Prozent Ethanol hochgeführt werden. Nach zwei Stun­
den wird das Individuum bis zu 48 Stunden lang in einer – 
im Verhältnis 1: 4 bestehenden – Lösung aus 99 Prozent 
Essigsäure und 98 Prozent Ethanol mit einer Spatelspitze 
des pulvrigen Farbstoffes Alican­Blau eingelegt. In dieser 
Lösung färben sich die Knorpelstrukturen blau. Anschlie­
ßend folgt eine absteigende Alkoholreihe für je zwei Stun­
den mit den Schritten 70 % – 50 % – 30 %. Danach wird das 
Individuum in 700 Milliliter Verdau überführt, welcher aus 
Borax und destilliertem Wasser im Verhältnis 6:4 besteht 
und in dem 0,225 Gramm Trypsin gelöst werden. In dieser 
Lösung werden durch das Pankreasenzym Trypsin Musku­
latur und Organe teilweise verdaut, um das Präparat aufzu­
hellen. Die Lösung muss mindestens alle zehn Tage oder 
bei Geruchsbildung sowie bei Eintrübung gewechselt wer­
den. Um die natürlichen Farbpartikel, z. B. der Haut, zu 
entfernen, wird das Individuum in Bleiche überführt, welche 
aus ca. 300 – 500 Milliliter einer einprozentigen Kalium­
Hydroxid­Lösung und 1– 2 Tropfen Wasserstoffperoxid be­
steht. Wenn das Objekt noch nicht durchsichtig ist, wird es 
wieder in den Verdau überführt. Dieser Schritt kann je nach 
Größe und Dicke des Objekts ein bis vier Monate dauern. 
Wenn das Individuum keine Pigmente mehr besitzt und fast 
durchsichtig ist, wird es maximal 48 Stunden lang in rot­
färbung, bestehend aus einprozentiger Kalium­Hydroxid­
Lösung (KOH) mit einer Spatelspitze des pulvrigen Farb­
stoffs Alizarin­rot, gelegt, um die knöcherigen Strukturen 
zu färben. Um den Brechungsindex zu verbessern, damit 
der Fisch noch durchsichtiger erscheint und die rotfärbung 
nicht wieder aus dem Individuum gewaschen wird, erfolgt 
eine Überführung in jeweils zweistündigen Abständen über 
1:2 Glycerin zu einprozentiger KOH, 1:1 Glycerin zu ein­
prozentiger KOH und 2:1 Glycerin zu einprozentiger KOH. 
Um Schimmel sowie Pilzbefall zu vermeiden, wird dem Gly­
cerin in geringen Mengen Thymol beigemischt. In diesem 
Gemisch werden die Objekte auch in der Aufhellsammlung 
aufbewahrt.
Aus den in Glycerin aufbewahrten Objekten werden 
einzelne Strukturen herauspräpariert oder Bereiche, die nah 
an der Körperoberfläche liegen und sich nur in geringer Wei­
se überlagern, fotografiert (Abb. 2).
a) Präparation und Dokumentation
Die Objekte werden unter einem Binokular betrachtet und 
präpariert. Zur Dokumentation der Ergebnisse wurde ein 
Leica­Binokular MZ75 mit Digitalkamera verwendet, die 
mit einem PC verbunden ist. Zum Fotografieren wird die 
Software „Leica Application Suite“ genutzt. Mithilfe der 
Funktion der Tiefenschärfenerweiterung werden mehrere 
Bilder vom gleichen Objekt mit verschiedenen Tiefenschär­
fen aufgenommen und zu einem einzigen, durchgängig 
scharfen Bild verrechnet. Dadurch entstehen Aufnahmen, 
die verschiedene Tiefenebenen zeigen, welche alle scharf 
fokussiert sind. Große Objekte werden mit einer Spiegel­
reflexkamera fotografiert. Die Kamera wird an einem Stativ 
befestigt und kann mithilfe der dazu gehörigen Software 
„EOS Utility“ über einen Computer bedient werden.
b) Micro-Computertomografie
Mikro­CT­Aufnahmen werden mit einem Xradia MicroX­
CT ­200 von Zeiss (Jena) der Mathematisch­Naturwissen­
schaftlichen Fakultät an der Ernst­Moritz­Arndt­Universität 
Greifswald gescannt. Dabei ist es wichtig, nicht den ganzen 
Fisch scannen zu lassen, sondern sich auf jene Körperberei­
che zu beschränken, die untersucht werden sollen, um eine 
maximale Auflösung zu bekommen. Es wird ein mehr als 
100 Aufnahmen umfassender Bildstapel angelegt. Dieser 
wird in einem 3D­Animationsprogramm (Amira 6.0) zu ei­
nem 3D­Modell verrechnet. An diesem 3D­Modell können 
bestimmte Strukturen angefärbt und animiert werden. 
Abb. 2: Aufhellungsschritte und Färbungsschritte an der europäi­
schen Äsche (Thymallus thymallus), übernommen von Buchert 
2016: A. in Ethanol, B. nach der Blaufärbung. C. im Verdau,  





Es wurden die Schuppen sowie deren Strukturen bei den 
Heringsartigen (Clupeiformes) untersucht. Sie wurden auch 
mit Alizarin­rot gefärbt, was jedoch in 70­prozentigem 
Ethanol und nicht in einprozentiger KOH geschah. Die 
Schuppen der Heringsartigen zeigen eine große Variabilität 
und weisen meist Bruchlinien, sogenannte „Fracture lines“, 
auf, die in alle richtungen über die Schuppe laufen können 
(Abb. 3). Diese „Fracture lines“ finden sich nur innerhalb 
der Clupeiformes. In anderen Ordnungen treten dafür ver­
stärkt radii auf, die nur bei zwei Gattungen der untersuch­
ten Heringsartigen (Clupeiformes) auftreten: Dussumieria 
und Chirocentrus.
Zurzeit wird untersucht, ob sich beim Vergleich zwi­
schen dem auf der Schuppenmerkmalsverteilung (Abb. 4) 
basierenden Dendrogramm und der molekular gestützten 
Phylo genie der Clupeiformes von Lavoué, Miya, Musi­
kasinthorn u. a. (2013) Gemeinsamkeiten zeigen. Dabei 
soll erforscht werden, ob verschiedene Merkmalsausprägun­
gen der Schuppe für phylogenetische Untersuchungen auf 
unterschiedlichen Ebenen im Stammbaum benutzt werden 
können. So lassen sich manche Schuppenmerkmale heran­
ziehen, um Gattungen oder sogar Populationen zu unter­
scheiden (Bräger, Moritz, Tsikliras u. a. 2016)
4.2 Epibranchialorgane
Bei vielen Vertretern der basalen Teleostei wie z. B. den Clu­
pei formes, Alepocephaliformes, Gonorynchiformes, Characi­
Abb. 3: Die Schuppenmerkmale einer klassischen Schuppe der Heringsartigen anhand einer Heringsschuppe (Clupea harengus) 
Abb. 4: Die Schuppendiversität der Heringsartigen (Clupeiformes). Der Maßstab beträgt je 1 Millimeter.
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formes, Salmoniformes, Argentinoidei und Osmeroidei wur­
den akzessorische Kiemenorgane beschrieben. Diese paarig 
angelegten Epibranchialorgane sind mit dem vierten und 
fünften Kiemenbogen assoziiert. Sie dienen der Konzen­
tration von Nahrungspartikeln. Diese können als nur gering 
ausgeprägt in Form einer sackartigen Struktur, wie etwa bei 
der Europäischen Sardelle (Engraulis encrasicolus), auftre­
ten. Epibranchialorgane können aber auch markant, z. B. 
schneckenartig aufgewickelt und mit Ausführgang wie 
beim Milchfisch (Chanos chanos) (Abb. 5), vorliegen. Epi­
branchialorgane werden in der Literatur oft auch anders 
bezeichnet, beispielsweise als „accessorische Kiemenorga­
ne“ (z. B. Hyrtl 1855; Sagemehl 1886), „Kiemenschne­
cken“ (Hyrtl 1862; Hansen, Ghosal & Caprio 2014), 
„rachensäcke“ (Heim 1934; d’Aubenton 1961) oder 
„Crumenalorgane“ (Greenwood & rosen 1971). Die Un­
tersuchung ist noch nicht abgeschlossen und zurzeit wird 
geprüft, inwiefern Epibranchialorgane mehrfach konvergent 
entstanden sind oder eher auf einen gemeinsamen Vorfah­
ren zurückgehen.
5. Diskussion möglicher Anwendungs- 
und Forschungsszenarien
Durch die Aufhellung und das Anfärben der Knorpel­ und 
Knochenstrukturen ist es möglich, ohne Präparation filigra­
ne Strukturen zu untersuchen. Dadurch können zum Bei­
spiel Ontogenese­, Osteologie­ und Homologiefragen ge­
klärt werden, indem die Aufhellpräparate fotografiert und 
die einzelnen Skelettelemente direkt am Bild beschriftet 
werden. Jedoch wird bei sich überlagernden Strukturen ne­
ben dem Bild noch eine Zeichnung angefertigt, um Kno­
chengrenzen und Tiefenunterschiede deutlich zu machen, 
da durch die erweiterte Tiefenschärfe alle Strukturen in den 
einzelnen Ebenen auf dem Bild fokussiert sind (Moritz & 
Britz 2005; Konstantinidis & Johnson 2016). Die Auf­
hellungsmethodik erlaubt es auch, die Skelettelemente sehr 
kleiner Ontogenesestadien zu untersuchen und darzustel­
len, was durch Präparation an unbehandelten Fischen nicht 
gelänge. 
So konnte beispielsweise die Entwicklung der rücken­
flosse bei den Ährenfischverwandten untersucht werden 
(richter & Moritz 2017). Auch haben durch die Veröf­
fentlichung der Originalaufnahmen andere Wissenschaftler 
die Gelegenheit, eine eigene Interpretation der Skelettele­
mente und auch der Knochengrenzen vorzunehmen, was bei 
einer ausschließlichen Abbildung der Zeichnungen der Struk­
turen nicht möglich wäre. Zudem werden bei älteren Veröf­
fentlichungen, etwa bei den Zeichnungen der Schwanz flos­
sen der Alepocephaliden, oft nur Knochen abgebildet, nicht 
aber die Knorpel (Greenwood & rosen 1971), oder Ske­
lettstrukturen nicht vollständig dargestellt, wie bei den 
Schultergürteln der Alepocephaliformes (Markle 1976). 
Die Färbetechnik lässt auch Oberflächenstrukturen auf 
den Schuppen sichtbar werden (Abb. 3 und 4; Bräger & 
Moritz 2016; Mertzen, Bräger, Staszny u. a., in Vorbe­
reitung), welche ohne die Färbung kaum oder überhaupt 
nicht auszumachen sind (Patterson, Wright, Chang u. a. 
2002). Solche Oberflächenstrukturen können für die Be­
stimmung und phylogenetische Eingruppierung z. B. der 
Heringsartigen verwendet werden. Allgemein haben ange­
färbte Aufhellpräparate den Vorteil, schnell als Vergleichs­
material dienen zu können, etwa beim Betrachten unter­
schiedlicher Skelettstrukturen in der Schwanzflosse ohne 
vorherige Präparation. So kann z. B. untersucht werden, ob 
und in welcher Ausprägung kleine knorpelige Strukturen in 
bestimmten Familien auftreten (Buchert 2016) und ob 
ein Pleurostyl (Knochenverschmelzung im Schwanzflossens­
Abb. 5: Das Epibranchialoragan von Milchfisch (Chnaos chanos), übernommen von Vater 2015. (A) Laterale Ansicht des Kopfes von C. chanos. 
Die Circumorbitalia, Operkularserie, Suspensorium, Ceratohyale, Schultergürtel, Ober­ und Unterkiefer wurden entfernt.  
(B) Das rechte Epibranchialorgan von C. chanos wurde transversal durchgeschnitten und aufgeklappt, sodass das Innere sichtbar wird.  
Abkürzungen: [EO] Epibranchialorgan, [HH] Hypohyale, [AG] Ausführgang, [KB] Kiemenbogen, [KD] Kiemenreusendornen, [Lu] Lumen, 
[M] Muscularis, [Mu] Mucosa, [Oe] Oesophagus, [P] Partikel, [Pa] Papillae.
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kelett) vorliegt. Durch Aufhellpräparate von Entwicklungs­
reihen könnte auch die Entstehung des Pleurostyl erforscht 
werden (Warth 2012). 
Mikro­CT­Scans haben zum einen den Vorteil, dass sich 
mit ihnen wertvolle Exemplare erfassen lassen, ohne dass 
diese beschädigt werden. Zudem können Weichstrukturen 
sichtbar gemacht werden, die von Knochenstrukturen ge­
stützt bzw. aufgespannt werden, wie es beim Epibran­
chialorgan der Fall ist (Vater 2015). Dies ist mit der Auf­
helltechnik nur eingeschränkt möglich, da die meisten 
Weich strukturen anverdaut oder verdaut werden. Zudem 
kann mit einer 3D­rekonstruktion der sehr komplexe Auf­
bau von Epibranchialorganen dargestellt werden. Gerade 
mit heutiger Technik, die eine Einbettung von Simulationen 
in PDFs erlaubt, können diese 3D­rekonstruktionen kom­
plexe Strukturen besser darstellen als mehrere Abbildungen. 
Die Untersuchung der Alepocephaliden mit beiden Metho­
den könnte Aufschluss über die Anpassung dieser Ordnung 
an die Lebensbedingungen der Tiefsee geben.
Zusammenfassend versetzen uns diese Methoden in 
die Lage, Arten besser und klarer darzustellen, wodurch raum 
zur Interpretation durch andere Wissenschaftler entsteht 
und der Vergleich verschiedener Arten vereinfacht wird.
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